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در بهينه كردن  HPLCفرابنفش و  –كاربرد حلالهاي آلي، روشهاي طيف سنجي مرئي 
  خراج و تعيين غلظت ليكوپن هندوانهتاس

  4ساكو ميرزاييو  3، حسين جمالي فر3، حسين توفيقي2ستاري ، طاهرنژاد3، محمدرضا فاضلي1*رحمان مهدي زاده
  ه زيست شناسي دريادانشگاه آزاد اسلامي واحد بندرعباس، گروبندرعباس،   1

  دانشگاه آزاد اسلامي واحد علوم و تحقيقات تهران، گروه زيست شناسيتهران،   2
  دانشگاه علوم پزشكي تهران ، دانشكده داروسازي،  گروه كنترل دارو وغذا تهران،  3

  دانشگاه آزاد اسلامي واحد سنندج، گروه بيوشيميسنندج،   4

  6/11/88: رشتاريخ پذي   26/12/85: تاريخ دريافت

  چكيده

. گيرند مي طور وسيعي در داروسازي، مكملهاي غذايي به عنوان رنگزاها و آنتي اكسيدانها مورد استفاده قراره كاروتنوئيدها ب
وجود دارد و به عنوان يك آنتي اكسيدان  در سبزيجات و ميوه ها وفوره ليكوپن كارتنوئيدي با زنجيره باز هيدروكربني است كه ب

اين تركيب به واسطه كاربردهاي وسيع در صنايع دارويي، غذايي و . سيستمهاي حيوانات و گياهان شناخته مي شودقوي در 
 هدف از اين تحقيق  بهينه كردن استخراج و تعيين مقدار ليكوپن از هندوانه مي. بهداشتي مورد توجه زيادي قرار گرفته است

نظير هگزان، استون، اتانول، تتراهيدروفوران ودي ايزوپروپيل اتر  يياز حلالهابراي رسيدن به اين هدف  نسبتهاي متفاوت  .باشد
ليكوپن استخراج شده با استفاده از روشهاي طيف سنجي . براي استخراج بافتهاي تازه له شده هندوانه مورد استفاده قرار گرفت

/ استون / خراج ليكوپن از هندوانه، هگزان مناسب ترين نسبت حلالها براي است. تعيين مقدار شد HPLCفرابنفش و  –مرئي 
 ميلي گرم در ليتر وبا روشHPLC ،59/2غلظت ليكوپن به دست آمده با استفاده از روش . به دست آمد)  7:7:16V/V/V(اتانول 

مناسب از نتايج حاصله نشان داد كه با استفاده از يك نسبت . ميلي گرم در ليتر تعيين شد UV-Visible 39/2اسپكتر وفتومتري 
  . حلالها، مقادير بالايي ليكوپن از هندوانه استخراج مي گردد

  ، ليكوپن، هندوانه HPLC :كليدي ه هايواژ

  Rahman.Biochem@gmail.com :، پست الكترونيكي09177612925 :نويسنده مسئول، تلفن تماس* 

 مقدمه

گياهان، جلبكها  كارتنوئيدها تركيباتي هستند كه درتمامي
اين تركيبات اغلب در . ديده مي شوند كتريهاوسيانوبا

هاي گياهان  وميوه كلروپلاست  ريشه، ساقه، برگ، گل
ني به دو دسته مختلف وجود دارد و از لحاظ ساختما

روههاي كاروتنها كه داراي گ-1: تقسيم مي شوند
گزانتوفيلها كه از مشتقات -2هيدروكربني مي باشند و 

كربن  40بات داراي يين تركك از  ايهر . اكسيژنه مي باشند

واحد ايزوپرنوئيد كه خود  8بوده كه از به هم پيوستن 
واحدهاي . اتم كربن است، تشكيل شده اند 5شامل 

گانه به هم اتصال يافته  دوايزوپرنوئيد توسط پيوندهاي 
وتفاوت  آنها در درجه اشباع و وجود يا عدم وجود انتهاي 

ارتنوئيدها در عملكرد ك ).11و  6( حلقوي مي باشد
. خوبي شناخته شده استه جلبكها و گياهان آلي ب

كارتنوئيدها عمل به دام انداختن نور در فتوسيستمها را بر 
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دليل داشتن ه تمامي كارتنوئيدها ب ).12(عهده دارند 
سلامتي انسانها نقش دارند  خاصيت آنتي اكسيداني در

وستات، ودرپيشگيري ازانواع سرطانها از قبيل سرطانهاي پر
فعاليت  ).22و  19، 18، 13( مي باشند ثرؤريه و معده م

آنتي اكسيداني كارتنوئيدها به دليل وجود فاكتورهاي زير 
تعداد پيوندهاي دوگانه مزدوج، گروههاي : است

درون  فعالو گروههاي ) اياي يا غيرحلقهحلقه(انتهايي
تنوع در ساختار كارتنوئيدها باعث تنوع  ).22( هاحلقه

نوع  3قدرت آنتي اكسيداني .  شودرعملكرد آنها ميد
- β>ليكوپن: باشدكارتنوئيد مهم بدين صورت مي

   ).3(كاروتن -α>كاروتن

ليكوپن يك آنتي اكسيدان قوي بوده كه در مسير سنتز 
نشان داده شده  1شود و در شكل كارتنوئيدها ساخته مي

   ).9(است 

  
 مسير سنتز كاروتنوئيدها -1شكل 

و همكارانش  Karrerتوسط  1930ار ليكوپن در سال ساخت
ليكوپن يك مولكول بزرگ، داراي . )15 و 10(تعيين شد

و به رنگ  536وزن مولكولي  ،56H40Cفرمول ساختاري 
اين تركيب باعث قرمزي رنگ بسياري از . باشدقرمز مي

آلو و غيره فروت ، انبه، ها نظيرهندوانه، فلفل، گريپميوه
پيوند  13از لحاظ ساختماني داراي و ). 15و  10(شودمي
ايزومر بوده كه تنها تعدادي از اين  2048گانه و  دو

 2شوند، شكل ايزومرها در گياهان و حيوانات يافت مي
ليكوپن ). 26(ساختار شيميايي اين تركيب را نشان مي دهد 

نسبت به گرما و نور به شدت حساس بوده و به آساني 
اين رو در زمان استخراج و خالصاز . شودتخريب مي

سازي بايد از رسيدن نور به ليكوپن جلوگيري كرد و از 
ليكوپن مانند ساير  ).24و  21،  4( دماي پايين استفاده شود

كارتنوئيدها در پيشگيري از چندين نوع سرطان و 
نظير فيبروز كبدي و التهاب پوست موثر مهلك  يبيماريها

انهايي مانند پروستات، التهاب بوده و همچنين در مهار سرط
ها از اين يافته روده اي و اپي تليال نيز مفيد مي باشد،

ثير اين تركيب بر راديكالهاي آزاد أمطالعات مربوط به ت
 - βكاروتن و -αليكوپن نسبت به  .حاصل شده است

در پيشگيري از تكثير سلولهاي  يكاروتن داراي اثر بيشتر
در برخي از ). 16و  9، 7، 2(سرطاني اپيتليال مي باشد 

تحقيقات براي تعيين مقدار ليكوپن موجود در هندوانه از 
روشهاي غير استخراجي مانند وابستگي رنگ هندوانه به 

اما اين . )10(ميزان ليكوپن موجود در آن استفاده شده است
تكنيكها معتبر نبوده و براي جايگزيني با روشهاي استخراج 

روشهايي كه براي تعيين مقدار شيميايي مناسب نيستند، 
ليكوپن از ميوه ها و سبزيجات مورد استفاده قرار مي گيرند 
بايد داراي تشخيص سريع بوده و دسترسي به آنها آسان 

هدف از اين مطالعه دست يابي به بهترين روش ). 5( باشد
استخراج ليكوپن از هندوانه مي باشد كه به اين منظور از 

از روشهاي نظير اسپكتروفتومتري حلالهاي آلي مختلف و 
  .استفاده شد HPLCو 
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  ي استفاده شده در استخراج ليكوپنهاحلال -  1جدول 

  شماره 1 2 3 4 5  6 7 8

استون 
 خالص

دي ايزوپروپيل 
 اتر خالص

تتراهيدروفوران 
 خالص

اتانول 
 خالص

هگزان 
 خالص

/ تتراهيدروفوران 
  هگزان/ اتانول 

/ دي ايزوپروپيل اتر 
 هگزان/ اتانول 

اتانول / استون 
 هگزان/ 

  حلال

ml 30 ml 30 ml 30 ml 30 ml 30 )V/V/V 16:7:7( )V/V/V 16:7:7( 
)V/V/V 

16:7:7( 

حجم مورد 
 استفاده

             

  مواد و روشها
ليكوپن  :مواد مصرفي و دستگاه هاي مورد نياز -1

از شركت سيگما خريداري  درصد 97بادرجه خلوص 
همه حلالهاي مورد استفاده . (Sigma Aldrich, USA)شد

حلالهاي . بودند   HPLC gradeاز نوعHPLC   براي انجام

آورده شده  1جدول  ديگر جهت استخراج ليكوپن كه در
 .بودند Merckساخت شركت آلمانيextra pure اند، از نوع

، راسته Magnoliopsidaهندوانه از شاخه گياهان، رده 
Violales خانواده ،Cucurbitaceae جنس ،Citrullus  و

  Citrullu  Lanatus Thunbگونه

  
 ساختار شيميايي ليكوپن -2شكل 

  

: دستگاههايي كه مورد استفاده قرار گرفته شد .مي باشد
HPLC  مدلKNAUER  ،ساخت كشور آلمان

ساخت كشور  Cecil 9200مدل  UV-VISاسپكتروفتومتر 
شور ساخت ك MSEانگليس، سانتريفيوژ يخچالي مدل 

انگليس، يخچال آزمايش ساخت كشور ايران، ترازوهاي 
ساخت كشور ژاپن و  ANDو SHIMADZUجيتال مدل يد

  .ساخت كشور آمريكا IKAمدل  Minishakerدستگاه 

هاي هندوانه اي كه نمونه: تهيه و آماده سازي هندوانه -2
مورد آزمايش قرار گرفتند، تا هنگام آناليز در جاي خنك و 

ك گرم از قسمت خوراكي ي. نگه داشته شدند دور از نور
دقيق وزن  هندوانه كه رنگ آن نيز قرمز بود، توسط ترازوي

ليتري كه اطراف آن با ميلي 50شد و سپس درون فالكن 

آلومينيوم  پوشيده شده بود قرار داده شد و با همزن شيشه
چون ليكوپن نسبت به نور و گرما ( اي هموژن گرديد

نابراين در هر مرحله از آزمايش بايد از باشد، بحساس مي
  ).جلوگيري شود رسيدن نور و گرما به نمونه

از آنجايي كه : استخراج ليكوپن توسط حلالهاي آلي -3
ليكوپن مادة قابل حل در چربي است ، در آزمايشات انجام 
شده از حلالهاي آلي نظير اتانول، استون و هگزان استفاده 

ليتر از يك ميلي 30حله مقدار در اين مر).  1جدول (شد 
به درون فالكن حاوي نمونه ) مثلاً هگزان(نوع حلال 

سپس فالكن درون يخچال . هندوانه تهيه شده ريخته شد
گذاشته شد تا هم گرماي آزمايشگاه به نمونه نرسد و هم 
زمان لازم براي حل شدن كاروتنوئيدهاي موجود در داخل 
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مدت دو دقيقه توسط  ا بههدر ادامه نمونه. آن فراهم شود
درون يخچال  دستگاه ورتكس مخلوط شده و مجدداً

ها تا زماني تكرار شد ورتكس كردن نمونه. گذاشته شدند
كه رنگ هندوانه سفيد شده و تمامي كارتنوئيدها از درون 

مدت در مرحله بعدي نمونه ها به . هندوانه خارج شدند
 rpm  8000دور دقيقه در سانتريوفوژ يخچال دار با   10

مايع رويي را جدا كرده و . ، قرار داده شدند)دور در دقيقه(
  .هاي هندوانه دور ريخته شدندهمراه تفالهمايع پاييني به

  
  )V/V/V 16:7:7(طيف اسپكتروسكوپي ليكوپن هندوانه در حلال هگزان،اتانول و استون -1نمودار

  

ستاندارد محلولهاي استوك ا: تهيه ليكوپن استاندارد -4
از . در حلال هگزان حل شد mg/L10ليكوپن با غلظت 

آنجا كه محلولهاي استوك نسبت به دما و نور حساس بوده 
و دور از نور در  درجه سانتي گراد -20آنها را در دماي 

وم پوشيده شده است يآلومين فالكوني كه اطراف آن با
، پس از آن محلولهاي استوك ليكوپن با گرديدنگهداري 

اي از استانداردهاي سازي شد تا مجموعهگزان رقيقه
پس استانداردهاي ليكوپن رابه س. ليكوپن حاصل شود

HPLC براي . تزريق نموده و طيفها در دستگاه ذخيره شد
ذخيره طيف مناسب ازليكوپن استاندارد، طول موج 

nm470  انتخاب شد و براي آناليز كمي ليكوپن موجود در
  .گرديدليبراسيون استفاده هندوانه از منحني كا

: HPLC شناسايي و تعيين مقدار ليكوپن توسط  -5
 ,4nm ×( مورداستفاده براي آناليز ليكوپن  HPLCستون 

NCLIOSL 5  + mm4 ×250(  ،Chorom Reverse- 

Phase  پمپ دستگاهHPLC 1001از نوع-K  وآشكارساز
جهت  . انتخاب شد k-2600از نوع  (UV Detector)آن 
انتخاب  nm470سي وآشكارسازي ليكوپن طول موج برر
شستشوبا استفاده از حلالهاي استونيتريل و متانول به .شد

  .گرديدو به روش ايزوكراتيك انجام  90:10نسبت 

 Flow rate  ،يا سرعت جريان فاز متحرك ml/min1  تعيين
غلظتهاي متفاوت از ليكوپن استاندارد به دستگاه . شد

HPLC استفاده از داده هاي حاصل، معادله  تزريق شد با
=   -  38919/ 1+246290/ 3× غلظت: (رگرسيون خطي
تعيين )  r= 988/0(و ضريب همبستگي) سطح زير منحني

  .گرديد

براي محاسبه غلظت ليكوپن مجهول پس از تزريق نمونه  
ها وتعيين سطح زير منحني در هر مورد غلظت به كمك 

  .يدمعادله رگرسيون فوق تعيين گرد
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در  : UV-Visibleتعيين غلظت با اسپكتروفتومتري   -6
اين روش نيز به منظور تعيين غلظت ليكوپن موجود در 

 (Calibration curve) هندوانه از رسم منحني كاليبراسيون
پنج استوك متفاوت از ليكوپن استاندارد به  .استفاده گرديد

هر داده شد،  براي  UV-Visibleدستگاه اسپكتروفتومتر 
با . پنج نقطه، جذب و مقدار غلظت خاصي به دست آمد

 غلظت(توجه به داده هاي حاصل، معادله رگرسيون خطي 

 و ضريب همبستگي) جذب=   -  0/ 026 +0/ 561×
)999/0 =r  (تعيين گرديد .  

، تعيين 1براي هر كدام از حلالهاي مورد استفاده در جدول 
بار  3ه با غلظت نمونه توسط معادله هاي به دست آمد

و  UV- Visibleتكرار به هر دو روش اسپكتروفتومتري 
HPLC به دست آمد.  

H/E/D
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ي هامقايسه و تعيين مقدار ليكوپن هندوانه توسط حلال -2نمودار 

  HPLCمختلف به روش 

  نتايج 

به منظور به دست آوردن غلظت ليكوپن موجود در هندوانه 
، از HPLCو  UV- Visibleبا روشهاي اسپكتروفتومتري 
طيف  1نمودار . استفاده شد 1حلالهاي ذكر شده در جدول 

اتانول و  اسپكتروفتومتري ليكوپن را در حلالهاي هگزان،
مقدار ليكوپن موجود در هندوانه  .استون نشان مي دهد

 2درنمودار  UV-Visible  توسط روش اسپكتروفتومتري
در اين روش غلظتهاي به دست آمده . نشان داده شده است

 طيف . ميلي گرم در ليتر بود 32/2تا  39/0ن بي

HPLC،استون و اتانول  ليكوپن در حلالهاي هگزان
نتايج حاصل از  4نمودار . نشان داده است 3درنمودار 

 HPLCتعيين مقدار ليكوپن در حلالهاي مختلف به روش 
طور كه ملاحظه مي شود غلظتهاي به  همان. را نشان مي دهد
  .ميلي گرم در ليتر به دست آمد 62/2تا  48/0دست آمده بين

  بحث و نتيجه گيري
ليكوپن توسط روشهاي اسپكتروفتومتري و كروماتوگرافي 

روش . تعيين مقدار مي شود) HPLC(يي بالا آمايع با كار
HPLC  نسبت به اسپكتروفتومتريUV- Visible  داراي

حساسيت دستگاه . حساسيت بالا و دقيق تر مي باشد
HPLC  ميكروگرم در  1/0براي تعيين مقدار ليكوپن

در تحقيقات انجام شده ديگر ). 30( ليترگزارش شده است
نانوگرم در ليتر  395/0 بدين روش  ليكوپن را تا حد

  .)12( شناسايي كرده اند

  

 
  )V/V/V 16:7:7(ليكوپن هندوانه در حلالهاي هگزان،اتانول و استون HPLCطيف :  -3نمودار
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مقايسه استخراج و تعيين مقدار ليكوپن هندوانه توسط  -4ر نمودا 

  حلالهاي مختلف به روش اسپكتروفتومتري
  

استخراج براي به  در هر دو روش نحوه عصاره گيري و
دست آوردن نتايج جديد و سرعت در استخراج مهم مي 

ليكوپن ماده قابل حل در چربي است، بنابراين توسط . باشد
هگزان، كلروفرم وغيره  استون، ل،حلال آلي نظير اتانو

در مطالعات گزارش  ).14و  13، 8، 1( استخراج مي شود
هگزان و  استون، اتانول، شده اغلب تركيبي از حلالهاي

نتايج حاصل از اين . متانول مورد بررسي قرار گرفته است
اتانول /استون/تحقيقات نشان مي دهد كه استفاده از هگزان

يي بالايي در استخراج آاز كار)  25:25:50V/V/V(به نسبت 
اين نتايج از مطالعه بر روي  .ليكوپن برخوردار مي باشد
  .)20( طيف نمونه ها حاصل شد

در تحقيق انجام شده با استفاده از اين دو روش مانند  
تحقيقات پيشين به دنبال حلالهاي مناسب براي استخراج 

بي نسبت به بيشتر ليكوپن بوده كه استفاده از حلالهاي تركي
هندوانه درون اين . ساير حلالها نتايج بهتري را بيان مي كند

دقيقه به طور كامل بي رنگ شد، در  20حلالها در زمان 
صورتي كه در ديگر حلالهاي به كاررفته زمان بيشتري 
مورد نياز است و غلظت كاروتنوئيدهاي به دست آمده 

حلالهايي  پديده به اين دليل است كهاين . پايين تر بود
نظير دي اتيل اتر و تترا هيدروفوران پراكسيداز مي باشند 

دليل دوم اينكه پايداري . وبا كارتنوئيدها واكنش مي دهند
ليكوپن استخراج شده توسط هگزان واستون يا هگزان و 
اتانول در مقايسه با استخراج توسط حلالهايي نظير 

 23(باشد كلروفرم، متانول و دي كلرومتان خيلي بالاتر مي
  ).25و 

مقدار ليكوپن موجود در گونه هاي مختلف هندوانه  
بستگي به شرايط رشد ومحيط كشت وزراعت هندوانه 

براي مثال گونه هاي يكسان هندوانه كه در محيطهاي . دارد
زراعي مختلفي كشت داده شده اند داراي نسبت ليكوپن 

 22(ميكروگرم در گرم مي باشند  5/52تا  12متفاوتي بين 
درصد از كارتنوئيدهاي هندوانه را  99تا  87ليكوپن  ).27و 

گزارشهاي مختلفي راجع به مقدار . )23(تشكيل مي دهد 
ميكروگرم  2/12ازجمله  .ليكوپن هندوانه ارائه شده است

در گرم در برخي گونه ها و در گونه هاي بدون هسته و 
تا  5/6،  )27و  22(ميكروگرم در گرم 100منحصر بفرد تا 

ميكرو گرم در  2/71تا  4/57،  )20(ميلي گرم در ليتر  3/7
 1/4و  )15(ميكرو گرم در گرم  2/53تا  1/45 ،)22(گرم

  ).28( گرم 100ميلي گرم در 

مناسب ترين حلال براي استخراج  در تحقيق انجام شده 
اتانول به نسبت / استون / ليكوپن از هندوانه، هگزان 

)7:7:16V/V/V  (ميلي گرم در ليتر را  59/2دار بود كه مق
. به دست آمد HPLCاين نتايج از يافته هاي  نشان مي دهد،

تا  39/0مقادير ليكوپن به دست آمده با هر دو روش بين 
ميلي گرم در ليتر را نشان مي دهدكه نمايان ميزان  2/ 59

  .ليكوپن بالا در هندوانه مي باشد
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The use of organic solvents, UV- visible spectrophotometry and 
HPLC methods in extraction and quantification of Lycopene from 

Watermelon 
Mahdizadeh R., Fazeli M.R.3, Nejadsatari T.2 ,Tofighi H.3 , Jamalifar H.3 and Mirzai S.4 

1 Marine Biology Dept., Islamic Azad University, Bandar abbas Branch, Bandar Abbas, Iran. 
2 Biology Dept., Islamic Azad University, Science and Research Branch, Tehran, I.R. of IRAN 

3 Drug and Food Control Dept., School of pharmacy and Pharmaceutical Sciences Research Center, 
Tehran University of Medical Sciences, Tehran, I.R. of IRAN 

4Biochemistry Dept., Islamic Azad University, Sanandaj branch, Sanandaj, I.R. of IRAN 
Abstract 

Carotenoids are unsaturated fatty acids composed of isopernoid units. Lycopene a 
carotenoid, with open-chain hydrocarbon exists in vegetables and fruits and recognized 
as a strong antioxidant in animal and plant systems. This compound has been received 
much attention for wide applications in pharmaceuticals, foods and health industries. 
The purpose of this study is to optimize extraction and quantification of Lycopene from 
Watermelon.Different ratio of solvents such as hexane, acetone, ethanol, 
tetrahydrofuran and as Di isopropyl ether were used to extract the freshly squeezed 
tissues of Watermelon. The extracted Lycopene was quantified using UV- visible 
spectrophotometry as well as HPLC methods. The best ratio of solvents for Lycopene 
extraction from Watermelon was found in hexane/ acetone/ethanol (16:7:7 V/V/V). 
Using this solvent ,  the amount of lycopene detected by HPLC 2.62 mg/l and by UV- 
visible  spectrophotometry This was 2.32 mg/l. A proper ratios of the solvent, high 
quantify lycopene was extracted from Watermelon.    
Keywords: HPLC, Lycopene, Watermelon. 

Archive of SID

www.SID.ir

www.SID.ir

